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Mesenchymal stem cells (MSCs) since their discovery have been the focus of several 
studies, first because of their extensive ability to regenerate tissues and more recently 
because of their recognized ability to modulate the inflammatory response. This is why 
MSCs have now been considered as a therapeutic alternative for the treatment of 
autoimmune diseases, such as lupus, multiple sclerosis and rheumatoid arthritis, among 
others. Although, MSCs have been described as immunosuppressive cells, inhibiting the 
proliferation and activation of most components of the immune system, there are studies 
that have shown that in some cases they may be immunostimulatory. The mechanism, 
both cellular and molecular, by which this "plasticity" occurs in its immunomodulatory 
capacity, is unknown. It has been proposed that Toll-Like Receptors could be involved in 
this regulation. In vitro studies, using various stimuli or drugs for these receptors, have 
observed that using the same stimulus at different concentrations and times, it is 
possible to obtain an imbalance of the cytokine release that favors a pro or anti 
inflammatory response. 
Based on this background, the same stimulus, poly (I:C), agonist of Toll-Like Receptor 
3, was used at different stimulation times in MSCs. Gene expression was determined, 
with most genes having two responses, one prior to the 4-6 hour stimulation: IFNβ, 
IRF3, TLR3 and RANTES and a late expression after 4-6 hours of stimulation of other 
genes present in the pathway, like TRIF, IFNaR1, IL8, IL1β and IFNα followed by late 
release of IL6. Together with the study of gene expression, an increase of the 
phosphorylated IRF3 protein was observed prior to the 4 hours of stimulation being 
maintained in time and phosphorylated NFκB, after 4 hours. 
As described, it is proposed that the differential response obtained in the 
immunosuppressive capacity of MSCs is dependent on the time of stimulation and that 
this imbalance in the release and production of the genes involved in both TLR3 and IFN 
type I pathways directly influence this answer. These innovative findings of modulating 
MSC signaling pathways by the same stimulus, depending on the time of exposure, 
could contribute in new therapies for pro-inflammatory and/or autoimmune diseases.	 	
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1. RESUMEN 	
Las células madre mesenquimales (MSCs) desde su descubrimiento, han sido foco de 
varios estudios, primero por su amplia capacidad de regenerar tejidos y más 
recientemente, por su reconocida capacidad de modular la respuesta inflamatoria. Es 
por ello que actualmente las MSCs han sido consideradas como una alternativa 
terapéutica para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, como lupus, esclerosis 
múltiple y artritis reumatoide, entre otras. Es así entonces como las MSCs se han 
descrito como células inmunosupresoras, inhibiendo la proliferación y activación de la 
mayoría de los componentes del sistema inmune, no obstante, existen estudios que han 
demostrado que en ciertos casos pueden ser inmuno-estimuladoras. El mecanismo, 
tanto celular como molecular por el cual se produce esta “plasticidad” en su capacidad 
inmunomoduladora, es desconocido. Se ha propuesto que los receptores tipo-toll 
podrían estar involucrados en esta regulación. Estudios in vitro, utilizando diversos 
estímulos o drogas para estos receptores, han observado que utilizando un mismo 
estímulo a diferentes concentraciones y tiempos, es posible obtener un desbalance de 
liberación de citoquinas que favorecen una respuesta pro o anti inflamatoria.  
En base a estos antecedentes, es que se utilizó un mismo estímulo, poly (I:C), agonista 
del receptor tipo-toll 3, a distintos tiempos de estimulación en MSCs. Se determinó la 
expresión génica, encontrándose que la mayoría de los genes tienen dos respuestas, 
una previa a las 4 horas de estimulación: IFNβ, IRF3, TLR3 y RANTES y una expresión 
posterior a 4 horas de otros genes presentes en la vía como TRIF, IFNaR1, IL8, IL1β  e 
IFNα seguido de una liberación tardía de IL6. En conjunto con el estudio de la expresión 
génica, se observó un incremento de la proteína IRF3  fosforilada previo a las 4 horas 
de estimulación manteniéndose en el tiempo y NFκB fosforilado, posterior a las 4 horas.  
Según lo descrito, se propone que la respuesta diferencial obtenida en la capacidad 
inmunosupresora de las MSCs es dependiente del tiempo de estimulación y que el 
desbalance en la liberación y producción de los genes involucrados tanto en la vía de 
TLR3 como IFN tipo I influyen directamente en esta respuesta. Estos innovadores 
hallazgos de modulación de las vías de señalización de las MSCs mediante un mismo 
estímulo, dependiendo del tiempo de exposición, podrían aportar en nuevas terapias 




α-MEM: Medio Mínimo Esencial α 
APC:  Aloficocianina 
C57BL/6: Cepa de ratón C57 Black 6 
CD:      Clúster de diferenciación 
ConcaA: Concanavalina A 
EAE:  Encefalitis Autoinmune Experimental 
EDTA: Ácido Etilendiamintetraacético 
ELISA: Ensayo por Inmunoadsorción ligado a enzimas 
FITC:  Fluoresceína Isotiocianato 
FSC:  Forware SCatter 
IFN:   Interferón  
IL:  Interleuquina 
IDO:  Indolamina 2,3 dioxigenasa 
IKK:  I-kappa-B-Kinasa 
iNOS:  Óxido Nitrico Sintasa inducible 
IRAK:  kinasa asociada a receptor de interleukina 1 
IRF:  Factor Regulador de Interferones 
LPS:   Lipopolisacárido 
min.:  minutos  
mMSC: Célula Madre Mesenquimal murina 
MSC:   Célula Madre Mesenquimal 
Myd88: diferenciación mieloide de respuesta primaria 88 
NaOH: Hidróxido de sodio 
NO:  Óxido Nítrico 
PAMP:  Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 
PBS:  Buffer Fosfato Salino  
PE:  Ficoeritrina 
PGE2: Prostaglandina E2 
poly (I:C) ácido polinosínico:policitidílico 
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PRR:  Receptor de Reconocimiento de Patrones 
RPMI:  Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 
RT-qPCR:  Cuantificación en Tiempo Real de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa 
SFB:  Suero Fetal Bovino  
SSC:   Side SCattered light 
TAE:  Tampón Tris Acetato-EDTA 
TBK1: Kinasa 1 de unión a TANK 
TCR:  Receptor de Células T 
TGF:  Factor de Crecimiento Transformador 
TIRAP: dominio de receptor toll-interleukina 1 que contiene proteína adaptadora 
TLR:    Receptor tipo-Toll 
TNF:  Factor de necrosis tumoral 
TRAF: Factor Asociado al Receptor de TNF 











Células Madre Mesenquimales (MSCs) 
 
Son células multipotentes primitivas no hematopoyéticas que poseen la capacidad de 
auto renovarse (Wang et al., 2014) debido a su potente plasticidad. La división celular 
es de tipo asimétrica, en donde una se diferencia a célula de un tejido determinado, 
mientras que la otra sigue siendo célula madre. Además, tienen la capacidad de 
diferenciarse a distintos tipos de tejidos de origen mesodérmico (Bernardo y Fibbe, 
2013) con la posibilidad de transdiferenciarse a tejidos endodérmico y ectodérmico 
dada por su origen de desarrollo (Uccelli et al., 2008). Las primeras MSCs fueron 
identificadas y aisladas a partir de médula ósea, sin embargo, actualmente es posible 
aislarlas a partir de tejido adiposo, cordón umbilical, piel, tendón, entre otros (Im et al., 
2005). Las MSCs son capaces de regenerar tejido y además no presentan rechazo por 
parte del sistema inmune, lo que las convierte en un gran atractivo para el tratamiento 
de enfermedades pro-inflamatorias o autoinmunes ya que debido a estas características 
son capaces de  regular la respuesta inmune a través de  contacto directo e indirecto, 
siendo este último mediante la secreción de factores solubles como citoquinas, 
modulando tanto el sistema inmune innato como el adaptativo (Bassi et al., 2012). Esto 
implica que las MSCs son capaces de generar, mediante la liberación de factores, la 
obtención de un efecto inmunoestimulador o inmunosupresor (Bernardo y Fibbe, 2013). 
Se ha descrito también que dependiendo de las citoquinas circulantes en el medio en 
que se exponen las MSCs, la función inmunomodulatoria se puede ver afectada (Ryan 
et al., 2005).  
 
Caracterización de MSCs 
 
Para que las células madre humanas sean consideradas MSCs, éstas deben cumplir 
ciertos criterios descritos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) dentro 
de los cuales se encuentran: una fuerte adherencia al plástico mantenidas en 
condiciones estándares de cultivo (a 37ºC y 21% de oxígeno),  la expresión específica 
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de antígenos de superficie, en donde  el 95% de la población debe expresar CD105, 
CD73, CD44 y CD90 y carecer de la expresión de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α 
o CD19 y MHC clase II (Dominici et al., 2006). Para el caso de las células madre 
murinas, los criterios para marcadores de superficie son un poco diferentes Para el 
caso de C57BL/6, los marcadores que debieran expresarse corresponden a: CD29, 
Sca-1, CD44 y deben carecer de la expresión de CD45 (Peister et al., 2004). Por último, 
en ambas especies, debe presentar un potencial de diferenciación a osteocitos, 
adipocitos y condrocitos en cultivos in vitro (Dominici et al., 2006). Cabe destacar que, a 
pesar de que estos criterios están establecidos, aún falta por definir algunos debido a la 
variabilidad experimental que se ha presentado a lo largo de los años (Bernardo y 
Fibbe, 2013) como por ejemplo, las células de un mismo cultivo puede que no 
presenten el mismo nivel de multipotencialidad debido a la formación de 
subpoblaciones de células mesenquimales, además de que dependen del linaje u 
origen  que han sido  extraídas (Le Blanc y Mougiakakos, 2012. Lei et al., 2013).  
 
Modulación del sistema inmune por las MSCs  
 
Como se describió anteriormente, las MSCs son capaces de ejercer una función 
inmunomoduladora. Por otro lado, se ha descrito que su función inmunosupresora está 
relacionada con las características del ambiente en el que se encuentre la MSC, 
aumentando su capacidad inmunosupresora en ambientes pro-inflamatorios. Por 
ejemplo, en presencia de citoquinas como IFNγ, TNFα, IL1α o IL1β. La combinación de 
estas citoquinas provoca, entre otros efectos, la expresión de altos niveles de óxido 
nítrico sintasa inducible (iNOS) y liberación de óxido nítrico (NO) por las MSCs. Las 
quimoquinas liberadas por las MSCs atraen a las células T, para facilitar el contacto 
celular y la posterior inhibición en la proliferación de los linfocitos T y por lo tanto 
inmunosupresión (Ren et al., 2008). El óxido nítrico (NO), cuya producción es catalizada 
por iNOS, es considerado un candidato que regula la inmunomodulación de las MSCs 
debido a su interacción con enzimas, canales iónicos y receptores. NO tiene un rol en la 
función de macrófagos en donde inhibe la proliferación de células T inducidas por TCR 
y la producción de citoquinas. Sin embargo, se desconoce el detalle de su mecanismo 
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de acción en las MSCs. Existen estudios que afirman que las MSCs humanas, para 
ejercer su rol anti-inflamatorio producen enzimas como indolamina 2,3 oxigenasa (IDO) 
y factores solubles como prostaglandina E2 (PGE2), TGF-β, IL-10, IL-6, e IL-8 (Meisel 
et al., 2004; Djouad et al., 2007; Ryan et al., 2007; Nasef et al., 2008; Ren et al,. 2008). 
Sin embargo, se han evidenciado casos en donde no se ha observado 
inmunosupresión, por lo que el enfoque de los estudios en este tipo de células recae 
principalmente en esto, su plasticidad. Esta plasticidad puede estar relacionada a la 
respuesta de las MSCs frente a la amenaza de bacterias y patógenos mediado, en 
primera instancia, por el sistema inmune innato en donde se encuentran los Receptores 
de Reconocimiento de Patrones (PRRs), dentro de los cuales cabe destacar los TLRs. 
  
Toll-like Receptors (TLRs) 
 
Los “Receptores Toll” fueron inicialmente identificados en Drosophila como receptores 
esenciales de embriones en desarrollo (Hashimoto et al., 1988). En estudios 
posteriores, se descubrió que moscas mutantes de receptores Toll eran altamente 
susceptibles a infecciones fúngicas. Por lo tanto, esto indica que el sistema inmune 
tiene formas para detectar la invasión por microorganismos (Lemaitre et al., 1996).  
En mamíferos se identificaron homólogos a estos receptores, los cuales fueron 
denominados Toll-Like Receptors (TLRs) pertenecientes a una familia de receptores 
que reconocen patógenos o PRRs mayoritariamente ubicados en la membrana 
extracelular y minoritariamente otros, en endosomas. Este tipo de receptores son 
capaces de reconocer ciertos patrones conservados de componentes microbianos que 
no se encuentran en mamíferos, normalmente conocidos como los Patrones 
Moleculares Asociados a Patógenos o PAMPs. Hasta ahora se han caracterizado 12 
TLRs (1-9 y 11-13) en ratones, los cuales reconocen patógenos mediante la 
especificidad de cada receptor por un determinado tipo de PAMP. TLR1, TLR2, TLR4, 
TLR5, TLR6 y TLR11 se localizan en la superficie celular, mientras que TLR3, TLR7, 
TLR8 y TLR9 se localizan en endosomas. Para el caso en particular de TLR4 se ha 
visto que dependiendo de la respuesta celular es capaz de endocitarse y provocar una 
respuesta tardía frente a un estímulo determinado (Takeda et al., 2003).  
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La vía de señalización para la mayoría de los TLR comienza con un adaptador común: 
Myd88 (myeloid differentiation primary response protein 88) que es un componente 
esencial de la inmunidad innata debido al cual, entre otros adaptadores en común, es 
que se utiliza el término de promiscuidad en la señalización de TLRs, sin embargo, 
cada receptor  es capaz de desencadenar  una respuesta final específica y distinta 
(Takeda y Akira, 2004). Por ejemplo, TLR3 tiene una vía de activación independiente de 
Myd88, mientras que TLR4, puede activar ambas vías de señalización (dependientes e 
independientes a Myd88) (Takeda y Akira, 2004). 
  La vía dependiente de Myd88 comienza con la asociación de este adaptador al 
dominio TIR (Toll/IL-1 receptor), luego de la previa estimulación del  ligando, Myd88 
recluta a una kinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK4), la cual es activada por 
fosforilación para posteriormente asociarse a TRAF6 causando la activación del 
complejo IKK, el cual corresponde a un inhibidor de NFκB (conformado por p65 y p50),  
que conlleva a la activación de las MAP kinasas (JNK, p38 MAPK). Esta vía libera NFκB 
de su inhibidor, translocándose al núcleo e induciendo la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias (Sun, 2012).  
 En la vía independiente de Myd88, la activación ocurre mediante un dominio 
denominado TRIF y TRAF3, que llevan al reclutamiento de IKKΣ y TBK-1 los cuales 
median la activación de IRF3 mediante fosforilación, induciendo la liberación de 
citoquinas anti-inflamatorias lo que induce la expresión de IFN-β, esencial para esta vía 
(Akira y Takeda, 2004). Como se observa en la figura 1, las vías de TLR3 y TLR4 
convergen en TRIF. TRAF3 juega un rol crítico en esta regulación, ya que a través de 
su degradación, se activa la vía dependiente de MyD88 y a su vez reprime la vía 
dependiente de TRIF como también puede suceder lo contrario para que la vía 
dependiente de TRIF se active. Si se activa la vía independiente de TRIF, frente a 
citoquinas proinflamatorias, LPS, factores de crecimiento ó receptores antigénicos, se 
activa el complejo IKK mediante TBK1 que fosforila proteínas IκB. Esto conlleva a su 
ubiquitinación y degradación proteosomal liberando los complejos NFκB/Rel. Estos 
complejos son activados por modificaciones post-traduccionales y se traslocan al 







Figura 1. Esquema de la vía TLR3 y TLR4 (Chen et al, 2008).  
 
Según lo descrito anteriormente, dependiendo del tipo de TLR que se activa, se 
desencadena una vía de señalización específica y por lo tanto se produce una 
respuesta inmune diferente, la cual determina que genes para la respuesta final serán 
los que se activarán. Estudios anteriores en células humanas han descubierto que la 
estimulación con poly (I:C), un compuesto de RNA sintético de doble hebra que 
estimula a TLR3, induce una fuerte respuesta de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 
e IL-8 y además induce la activación de la vía IFN de tipo I (IFNα y β) (Dumitru et al., 
2014). Éstos son capaces de unirse a sus receptores en una forma autocrina y 
paracrina que conlleva a la transcripción de cientos de moléculas efectoras inducidas 
por interferones que mediarán la respuesta antiviral. Estas moléculas están 
involucradas en el crecimiento celular, sobrevivencia y síntesis proteica. Además, los 
IFN de tipo I están involucrados en la maduración de células dendríticas y reclutan 
linfocitos y monocitos al sitio de inflamación mediante la inducción de citoquinas entre 
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otras funciones. También se ha evidenciado en un modelo de Encefalitis Autoinmune 
Experimental (EAE, homólogo a Esclerosis Múltiple en humanos) que utilizando MSCs 
como vehículos para transportar IFNβ, se observó la disminución de la severidad de la 
enfermedad, además de la reducción en la liberación de citoquinas pro-inflamatorias 
como TNFα, IFNγ e IL-12 en conjunto con el aumento en la liberación de citoquinas 
anti-inflamatorias (Makar et al., 2008). En cambio, en ratones deficientes de IFNβ se 
observó que eran más susceptibles a la enfermedad y desarrollaban síntomas más 
severos (Teige et al., 2003).   
La inducción de IFNs se encuentra mediada por los TLR. Específicamente en la 
vía de TLR3, al activar IRF3, éste induce la transcripción de IFNβ (Uematsu y Akira, 
2007, Tsai et al, 2015). Esto depende fuertemente del tiempo de estimulación y de la 
concentración del ligando utilizado ya que por ejemplo, se han estimulado MSCs con 
poly (I:C) por tiempos cortos como 1 hora observando que las citoquinas anti-
inflamatorias son las que se expresan en mayor medida (Waterman et al., 2010) y el 
caso contrario ocurre con estimulaciones de tiempos largos en donde se ha utilizado el 
mismo estímulo (Dumitru et al., 2014), en el cual se ha observado la expresión de 
citoquinas de tendencia mayormente pro-inflamatorias.  
Además, Waterman, et al., determinó la capacidad inmunosupresora de las 
MSCs humanas extraídas de cordón umbilical (UC-MSCs) a través de un ensayo de 
proliferación de linfocitos activados, co-cultivados con células en estado basal y 
estimuladas por 1 hora con agonista para TLR3 (poly(I:C); ácido 
polyinosina:polycitidina) y TLR4 (LPS; lipopolisacáridos). Los resultados demostraron 
que la célula no es capaz de disminuir la activación de linfocitos cuando fueron 
estimuladas con LPS, por el contrario, interesantemente, las células estimuladas con 
poly(I:C) sí fueron capaces de inhibir la proliferación en un 90%.  
Considerando el protocolo de estimulación Waterman et al. previamente descrito, 
como grupo de laboratorio se evaluó la capacidad inmunosupresora de las MSCs a 
distintos tiempos de estimulación con poly (I:C)  en un modelo experimental de colitis 
aguda inducida por dextrán sulfato de sodio (DSS). Para esto, se utilizaron ratones 
C57BL/6 los que se les indujo la enfermedad al día 0 y al día 1 y fueron tratados con: 
MSCs estimuladas con poly (I:C) durante 1 hora, MSCs estimuladas con poly (I:C) 
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durante 24hrs, además de un grupo control de MSCs sin estímulo y otro grupo de 
animales enfermos sin tratamiento. Los resultados son mostrados en la figura 2 donde 
se observa que, el grupo de animales tratados con MSCs estimuladas con poly (I:C) por 
1 hora generaron un mayor efecto inmunosupresor, el cual se ve reflejado en la 
disminución de los signos clínicos de la enfermedad cuando son comparados con las 
MSCs sin estímulo. Por otro lado, este efecto se revirtió cuando las MSCs fueron 
estimuladas con poly (I:C) por 24 horas donde los signos clínicos están incluso por 
sobre los animales enfermos sin tratamiento (Figura 2). 
 
Figura 2. Estimulación con poly (I:C) durante 1 hora, aumenta la capacidad 
inmunosupresora de MSCs en un modelo de colitis aguda. Resultados previos del 
Laboratorio de Inmunología Celular y Molecular, Universidad de los Andes.  
 
De acuerdo a lo anterior, radica la importancia en determinar el rol o función de 
este tipo de receptor, TLR3 en las MSCs, y por lo tanto en un primer comienzo 
establecer cuál es la respuesta observada en la vía de señalización de IFN tipo I de 
estas células utilizando un mismo estímulo a distintas concentraciones y tiempos de 
estimulación. 
La importancia biotecnológica de este estudio se enfoca en la oportunidad de 
establecer, de acuerdo al balance de genes expresados y la capacidad 
inmunosupresora de las MSCs, una ventana de tiempo adecuada de estimulación en la 
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cual sus propiedades inmunomoduladoras se vean favorecidas, con el fin de generar un 
producto celular mejorado en sus capacidades inmunosupresoras para el tratamiento 
contra enfermedades autoinmunes.  
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3.1 	Hipótesis		
La estimulación temprana de células madre mesenquimales murinas con el agonista del 
receptor tipo-toll 3, poly(I:C), potenciará la producción de IFNβ (tipo I), lo que se 
asociará a un aumento en su capacidad inmunosupresora. 
 
Objetivos 
3.2  Objetivo general 	
Evaluar el rol del receptor tipo-toll 3 en la vía de Interferón β (tipo I) en relación a la 
capacidad inmunosupresora de células madre mesenquimales. 
3.3  Objetivos específicos 
 
1. Evaluar el efecto en la capacidad inmunosupresora de las células madre 
mesenquimales estimuladas con poly (I:C) a distintos tiempos mediante ensayos 
de proliferación de esplenocitos in vitro. 
2.  Evaluar la expresión génica asociada a la vía de señalización IFN tipo I (IFNα, 
IFNβ, CCL5) en mMSCs pre-acondicionadas con poly(I:C) a distintas 
concentraciones y tiempos mediante RTqPCR. 
3. Determinar la presencia y activación de IRF3 y NFκB mediante ensayos de 
Western Blot en mMSCs pre-acondicionadas con poly(I:C) a distintas 





4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Modelo animal  
Ratones C57BL/6 de 5-8 semanas, provenientes del bioterio del Instituto de Salud 
Pública de Chile (ISP) fueron mantenidos en micro aisladores con comida y agua 
autoclavada, en una habitación termoregulada, y foto periodo 12h luz/12h oscuridad. 
Los animales fueron mantenidos según las normas internacionales de mantención de 
animales de experimentación, Ref. Manual de Animales de Laboratorio (NIH) y 
manipulados de acuerdo a la Guía del Institutional Animal Care and Use Commitee 
(IACUC).  
 
Cultivo y caracterización de MSCs 
Obtención de MSCs murinas (mMSCs)  
 
Se trabajó con tres líneas distintas de MSCs murinas de médula ósea. Dos de ellas 
fueron adquiridas de Cyagen Biosciences© y Gibco®, ThermoFisher Scientific©. La 
tercera fue aislada en el laboratorio. Respectivamente, se denominaron BM-MSC1, BM-
MSC2 y BM-MSC3. 
Células provenientes de medula ósea fueron obtenidas a partir de fémur y tibia 
de 3 ratones hembras adultos C57BL/6 y cultivadas a 1x106 cel/cm2 en medio de cultivo 
(α-MEM, GLUTAMAX™, sin nucleósidos, Life Technologies©) suplementado con: 10% 
Suero fetal bovino certificado, (SFB, calificado para MSCs, Biological Industries©), 
1.000 U/mL Penicilina-Estreptomicina (Penicilina-Estreptomicina 10X, 10.000 U/ml 
Penicilina G sal sódica - Estreptomicina sulfato 10mg/ml, Biological Industries©) a 37°C 
con 5% de CO2. Luego de 4 días de cultivo, las células no adherentes fueron removidas 
mediante lavado con PBS 1X y cuando las células adherentes alcanzaron 80% de 
confluencia, se procedió al pasaje de células mediante proceso de tripsinización 
(Solución C Tripsina EDTA 0,05%, EDTA 0,02% con rojo Fenol, Biological Industries©) 
para su expansión. Luego del noveno pasaje se procedió a purificar las MSCs mediante 




Se realizó la inmunotipificación de mMSCs mediante citometría de flujo, con un 
citómetro BD FACSCANTO II™, BD Biosciences©, utilizando anticuerpos control de 
isotipo: IgG2ak-FITC, IgG2bk-PE, IgMλ1-FITC. Y anticuerpos de marcadores de 
membrana específicos para mMSCs: CD45-PE, Sca1-FITC, CD44-PE, CD29-FITC. 
Todos los anticuerpos utilizados fueron adquiridos en BD Biosciences©. 
 
Diferenciación celular 
Las MSCs se diferenciaron hacia linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico de 
acuerdo a protocolos pre-establecidos (Carrión et al., 2010). 
Para la formación de osteoblastos, se sembraron las células en una placa de 24 pocillos 
a 10.000 cél/cm2 utilizando el medio de diferenciación (Osteogenesis Differentiation 
Medium StemPro®, Life Technologies©) durante 14 días. A continuación se realizó una 
tinción con Alizarin Red 40 mM (Sigma Aldrich©), y luego se observó por microscopía 
óptica (Microscopio Invertido Olympus IX51) a lo que se tomó  fotografías con aumento 
40X (Cámara Micrometrics® 516 CU y software para cámaras de alta resolución 
Micrometric SE premium) para registrar los depósitos de calcio teñidos. 
Para la formación de adipocitos, se sembraron las células en una placa de 24 pocillos a 
10.000 cél/cm2 utilizando el medio de diferenciación (Adipogenesis Differentiation 
Medium StemPro®, Life Technologies©) durante 14 días. A continuación se realizó una 
tinción con Oil Red 60% v/v (Sigma Aldrich©), y luego se observó por microscopía 
óptica (Microscopio Invertido Olympus IX51) a los que se tomó fotografías con aumento 
40X (Cámara Micrometrics® 516 CU y software para cámaras de alta resolución 
Micrometric SE premium) para registrar los depósitos de lípidos teñidos. 
Para la formación de condrocitos, se sembraron las células en una placa de 24 pocillos 
desde un conglomerado de células utilizando el medio de diferenciación 
(Chondrogenesis Differentiation Medium, StemPro®, Life Technologies©) durante 14 
días. A continuación se realizó una tinción con Safranina O 0,1% p/v (Sigma Aldrich©), 
y luego se observó por microscopía óptica (Microscopio Invertido Olympus IX51) a lo 
que se tomó fotografías con aumento 40X (Cámara Micrometrics® 516 CU y software 
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para cámaras de alta resolución Micrometric SE premium) para registrar tejido 
cartilaginoso teñido. 
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Objetivo específico 1 
Obtención de esplenocitos provenientes de bazo. 
Se obtuvo el bazo desde ratones machos adultos C57BL/6 en sala de procedimientos 
del Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB) de la Universidad de Los Andes, bajo 
normas de asepsia adecuadas y se mantuvo en PBS 1X suplementado con 2 U/mL 
Penicilina y 2ug/mL Estreptomicina. Bajo campana de flujo laminar, se disgregó el tejido 
y se pasó por un filtro 70 µm (Cell Strainer, Falcon®). Las células obtenidas se 
centrifugaron durante 7 min. a 1700 rpm.  Las células se resuspendieron 
mecánicamente en 10 mL de Medio RPMI (RPMI Medium 1640 GlutaMAX™, Life 
Technologies©) suplementado con 10% SFB (Suero Fetal Bovino, Biological 
Industries©). Luego se realizó una separación por gradiente de densidad (Ficoll-
Histopaque®-1083, Sigma Aldrich©) a temperatura ambiente, con una centrifugación a 
1400 rpm por 20 minutos, para separar fases de linfocitos/monocitos, eritrocitos, 
plaquetas, plasma y otros granulocitos, de la cual se obtuvo sólo la fase de 
linfocitos/monocitos que fueron los utilizados para el ensayo. 
 
Tinción con Kit de proliferación celular  
La tinción con Kit de proliferación celular (CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit, for 
flow cytometry, Thermo Fisher Scientific©) se realizó de acuerdo a las indicaciones del 
fabricante. Este reactivo se utiliza para el marcaje in vitro para rastrear generaciones 
celulares utilizando una dilución con colorantes a través de citometría de flujo. 
Pre-acondicionamiento de mMSCs 
Se reconstituyó el agonista del receptor  tipo-toll 3, poly (I:C) (Sigma Aldrich©) según 
las indicaciones del fabricante, en suero fisiológico (5mg/ml). Luego, fue mantenido a -
80°C y alicuotado en medio α-mem (α-MEM, GLUTAMAX™, sin nucleósidos, Life 
Technologies©). Los estímulos a utilizar corresponden  a 1, 10 y 20 ug/ml. Para ello se 
sembraron células mMSCs en placas de 6 pocillos (Falcon©) y se procedió a la 
estimulación con poly (I:C) y se mantuvieron de acuerdo a los tiempos de exposición 
determinados de 0.15, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48 y 72 horas de estimulación. El 
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control “0” corresponde a las MSCs sin estímulo. Posteriormente, las células fueron 
tripsinizadas (Trypsin-EDTA 1X, Gibco®) para luego continuar con el co-cultivo.  
 
Co-cultivo de mMSCs 
Los linfocitos/monocitos previamente marcados con el kit de proliferación celular se 
sembraron en placas de 96 pocillos colocando 300.000 linfocitos/monocitos y 30.000 
mMSCs (relación 1:10). Luego se agregó mitógeno policlonal Concanavalina A 
(ConcaA) 2 ug/ml (Sigma Aldrich©). Se consideraron los respectivos controles: negativo 
de proliferación (sin ConcaA), proliferación basal (sin mMSC), controles de marcaje 
anti-CD3, control de marcaje de CellTrace Violet (Figura 3).  
 
Figura 3. Diseño experimental de cultivo de células madre mesenquimales para su 
posterior co-cultivo con esplenocitos para ensayos de inmunosupresión.  
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Tinción con anti-CD3 y análisis de proliferación por citometría de flujo 
Los anticuerpos utilizados vienen acoplados a un fluorocromo específico que se 
excita y emite a una cierta longitud de onda específica. Para esto, se tiñeron las células 
con anticuerpo monoclonal anti-mouse anti-CD3 acoplado a APC (anti-mouse CD3 
Antibody, Biolegend®) según instrucciones del fabricante. Para marcaje de viabilidad se 
utilizó Ioduro de Propidio 1 µg/ml (Sigma Aldrich©), cuya longitud de onda es detectada 
en PE (580nm). Finalmente se leyeron las muestras por citometría de flujo, con un 
citómetro BD FACSCANTO II™, BD Biosciences© . 	
 
Posteriormente, se realizaron los cálculos de índice de proliferación (Ecuación 1), 
porcentaje de proliferación (Ecuación 2), índice de división (Ecuación 3) y el rango de 
proliferación corresponde a un segmento que se dibuja desde G1 hacia Gx en el 




















Figura 4. Selección de generaciones celulares. El número 0 indica que las células no 
se encuentran en proceso de división y los números sucesivos corresponden a los 




Ecuación 1. Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛:𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 (𝐺0 𝑎 𝐺𝑥)𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠  
Ecuación 2. 	 𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛:𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑠𝑖ó𝑛 (𝐺1 𝑎 𝐺𝑥)𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 (𝐺0 𝑎 𝐺𝑥)  𝑥100	
Ecuación 3. Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑠𝑖ó𝑛: 𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠𝑁º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠  
 
Medición de óxido nítrico 
Para la medición, se preparó una solución de reactivo de Griess a 40 mg/mL a 
temperatura ambiente y en oscuridad. Luego se preparó una solución de NaNO2 (Sigma 
Aldrich©) a 1 M, que se utilizó como curva estándar para la cuantificación de NO2 
presente en el sobrenadante. Finalmente en una placa 96 pocillos de fondo plano 
(Nunc™, ThermoFisher Scientific©) se agregó solución de Griess y muestra en relación 
1:1, se incubó 20 minutos a temperatura ambiente y se leyó en un lector de Elisa 
(Tecan© Infinite F50) a 550 nm. 
Detección de IL6 en sobrenadante de MSCs a través de un ensayo ELISA 
Para detectar esta citoquina, se realizó un ensayo ELISA de sobrenadante 
extraído de MSCs estimuladas a distintos tiempos con poly (I:C) previo al contacto con 
linfocitos. Primero, se sensibilizó la placa de 96 pocillos con el anticuerpo de captura 
(Purified anti-mouse IL6 antibody, MaxPar® Ready, Biolegend ®) en PBS (sin suero) a 
1µg/ml de anticuerpo. Se incubó 1 hora a 37°C. Posteriormente se utilizó  tampón de 
lavado que contiene PBS 1X y 0.05% de Tween20 (ELISA wash buffer 20X, 
Biolegend®). Luego, se bloqueó con diluyente de ensayo que contiene PBS y 10% SFB 
pH 7 (ELISA assay diluent 5X, Biolegend®) por 1 hora a temperatura ambiente y luego 
se utilizó tampón de lavado. Se preparó la curva de calibración con diluciones seriadas 
de la solución estándar (comenzando con 5ng/ml hasta 0.625ng/ml) y diluyente de 
ensayo en cada pocillo dejándose el último pocillo en blanco. Se agregó la muestra 
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diluída 10 veces en cada pocillo e incubó en oscuridad por 2 horas a temperatura 
ambiente. Se lavó con tampón de lavado y luego se agregó el anticuerpo de detección 
1µg/ml (Biotin anti-mouse IL6 antibody, Biolegend®) con HRP 1:1000 (avidin HRP, 
Affymetrix eBiosciences), se cubrió y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. Luego, 
se lavó y se agregó TMB (TMB single solution, Life Technologies©) y se selló e incubó 
30 minutos en oscuridad. Se agregó H2SO4 2N o H3PO4 1M. Finalmente se midió a 
450nm. Se consideraron los siguientes controles: con anticuerpo de captura: sin o con 
anticuerpo secundario y sin anticuerpo de captura: sin o con anticuerpo secundario.  
Cabe destacar que este análisis fue realizado sólo en BM-MSC1 y BM-MSC3.	 	
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Objetivo específico 2 
Pre-acondicionamiento de mMSCs. 
poly (I:C)  
Se sembraron células mMSCs en placas de 100mm (Falcon©) y se procedió a la 
estimulación con poly (I:C) y se mantuvieron de acuerdo a los tiempos de exposición 
determinados de 0.15, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48 y 72 horas de estimulación. El 
control “0” corresponde a las MSCs sin estímulo. 
 
Extracción de RNA por kit QIAGEN 
Luego de transcurrido el tiempo de estímulo se descartó el medio, se lavaron las células 
con PBS 1x y se tripsinizaron utilizando tripsina 1X (Trypsin-EDTA 1X, Gibco®). Luego 
se centrifugaron a 1700 rpm por 5 minutos a 4°C, según las recomendaciones del 
protocolo QIAGEN, luego se eliminó el sobrenadante y se almacenó el pellet a -80°C 
hasta el procedimiento de extracción de RNA que se realizó según las indicaciones del 
fabricante del kit de extracción de RNA (RNeasy mini Kit, QIAGEN©).  
 
Integridad de RNA 
Para descartar degradación de RNA luego de su extracción, se determinó su integridad 
por medio de un gel de agarosa. La concentración utilizada fue de 1% de agarosa en 
tampón TAE 1X. El tiempo de corrida utilizado fue de 45 minutos a 60 volts y se utilizó 
marcador de peso molecular 1kb Plus (GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder, 
ThermoFisher Scientific©). Para el seguimiento de la migración de la muestra en el gel, 
se utilizó un colorante de carga Loading Dye 6X, ThermoFisher Scientific©. 
 
Síntesis de cDNA 
A través de medición por espectrofotometría (NanoDrop 2000™, ThermoScientific©), se 
determinó la concentración de RNA y su pureza. Para esto, se midió la absorbancia de 
las muestras a distintas longitudes de onda: 260 y 280nm. Se utilizaron 2 µg de RNA 
para la síntesis de cDNA y tratamiento previo con DNasa I para eliminar DNA 
contaminante en las muestras para lo cual se incuba por 30 minutos a 37°C en 
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Termociclador (Maxigen Termociclador™, Axygen®). Para la inactivación de la enzima, 
se utilizó EDTA 50 mM a 65°C por 10 minutos. En seguida las muestras se incubaron 
con primers inespecíficos para RNA (Random Primers, Promega©) para luego 
comenzar la etapa de retro-transcripción (Improm II R.T, Promega©), siguiendo las 
instrucciones del fabricante para el programa utilizado en Termociclador convencional 
(Maxigen Termociclador™, Axygen®). 
 
Partidores 
El diseño de partidores se realizó utilizando el programa AmplifX en conjunto con la 
base de datos PrimerBlast de NCBI. Se utiliza la secuencia del mRNA en formato 
FASTA mostrada en la base de datos de NCBI del gen de interés para luego introducirla 
en el programa AmplifX, el cual arroja resultados de posibles primers, en los cuales se 
llega a una selección luego de que se verifican parámetros, como el largo de los 
partidores (20 nucleótidos), ausencia de formación de dímeros, el porcentaje de GC 
(50%), diferencia en la temperatura de melting de máximo 2 grados entre partidores, 
calidad de partidores (>90) y tamaño del producto (150 – 200 nucleótidos), número de 
















Tabla 1. Características de selección de los partidores utilizados. 
 
 
Curva de eficiencia 
Se preparó el MIX del PCR, obteniendo como volumen final 12µl y se utilizó GoTaq 
PCR Master Mix (Promega©), partidores sense/antisense 2,5 µM y agua DEPC (DEPC 
Water, Sigma Aldrich©). Por otro lado, se realizaron diluciones seriadas de la muestra 
elegida de cDNA para realizar la curva estándar (Diluciones: 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 
10-8, 10-9). Finalmente, se colocaron las muestras en el sistema de PCR en tiempo real 
(Mx3000p™, Stratagene, Agilent Technologies©)  y se configuró a las temperaturas 
deseadas (Tabla 2). Una vez finalizado se procesaron los datos de las amplificaciones, 
obteniendo la pendiente, el r2 y el porcentaje de eficiencia para cada gen mediante el 
uso del Software MxPro (Figura 6). 
 
Partidores  N° Acceso Diseño sense (5' a 3') 
Diseño Antisense 
(5' a 3') Tm (s/as) 
Longitud 
producto 
mTLR3 NM_126166.4 TGGTTAGGCCAACTCAGGAT 
TGGGGACCAATG
CAAAGGAA 58.33/59.81 157 
mIL6 NM_031168.1 CCTTCCTACCCCAATTTCCA 
GGCATAACGCAC
TAGGTTTG 56,78/57,17 156 
mIL8 NM_011339.2 GGCTACTGTTGGCCCAATTA 
GAGGTCTCCCGA
ATTGGAAA 57,86/57,22 171 
mIL1β NM_008361.3 GGCAGGCAGTATCACTCATT 
AGCCTGTAGTGC
AGTTGTCT 57,66/58,95 199 
mIRF3 NM_016849.4 AACCGTGGACTTGCACATCT 
TGATGGCGGCAT













CAAGGATGGC 59.31/58.86 213 
IFNaR1 NM_010508.2 TGCAATCACGCTGATACCCA 
ACAACTTCCCGC
TAGCATCT 59,75/59,09 187 
NFκB NM_008689.2 CCGAATGCATCCAACCTGAA 
AAGTCCCCAAAT
CCTTCCCA 58.54/58.53 167 
RANTES NM_013653.3 CGTGTTTGTCACTCGAAGGA 
AGGGGATTACTG
AGTGGCAT 58,15/58,1 185 
TRIF NM_174989.4 CCAAGATGCCATCGATCACT 
TGTGGAGCAGTC
TGGTTGTA 57,75/58,58 200 
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Tabla 2. Temperaturas establecidas para programa de RTqPCR 
Etapas Temperaturas Tiempo Ciclos 
Inicio rápido equipo 25 1 s 1 
Activación hot start 95 2 min 1 
Denaturación 95 15 s 
40 anillado 60 15 s 
Extensión 72 15 s 
lectura 95 15 s 
1  
25 1 s 
 
70 15 s 
 
95 1 s 
 
Análisis de expresión de genes mediante RTqPCR  
A partir de los resultados obtenidos de las curvas de eficiencia para cada uno de los 
genes especificados en la tabla 4, se realizó un ensayo de RT-qPCR utilizando las 
mismas concentraciones de los partidores y temperatura de annealing  de acuerdo a los 
resultados obtenidos en las curvas de eficiencia.  
Se utilizó el gen 18s como normalizador, ya que no presenta variaciones de 
expresión entre cada condición analizada. La muestra basal (muestra “0”) fue 
considerada como “calibrador”, por lo que las variaciones de expresión entre las 
muestras estimuladas son con respecto al basal.  
La fórmula utilizada para calcular la expresión relativa, corresponde a doble delta 
Ct modificada, ya que considera la eficiencia de los partidores en la ecuación:  
 




Objetivo específico 3 
Pre-acondicionamiento de mMSCs 
poly (I:C)  
Se sembraron células mMSCs en placas de 100mm (Falcon©) y se procedió a la 
estimulación con poly (I:C) y se mantuvieron de acuerdo a los tiempos de exposición 
determinados de 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48 y 72 horas de estimulación. El 
control “0” corresponde a las MSCs sin estímulo. 
 
Cuantificación de proteínas 
Se sembraron células mMSCs en placas 100 mm (Falcon©) en medio de cultivo (α-
MEM, GLUTAMAX™, sin nucleósidos, Life Technologies), 10 % SFB (Suero Fetal 
Bovino, Biological Industries©), 1.000 U/mL Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina a 
37°C con 5% de CO2, pre-acondicionándolas de acuerdo a lo descrito anteriormente. Se 
cosecharon las células por arrastre con cell scraper (Falcon©) y tampón de lisis 
(Complete Lysis-M, 1mM EDTA en 10mL, Roche). Se centrifugaron los lisados celulares 
a 13.500 rpm. por 10 minutos a 4°C para luego cuantificar las proteínas por medio de 
reacción de Ácido Bicincónico (BCA, Pierce ThermoFisher Scientific) con su respectiva 
curva de calibrado, luego se realizó lectura espectrofotométrica (Infinite® 200 PRO 
NanoQuant, TECAN©) a 570 nm. Una vez cuantificadas las proteínas se agregó 
tampón de carga (4X Laemmli Sample Buffer - Biorad©) para luego denaturar las 
proteínas a 100°C por 5 minutos (Dry Bath, Rocker Scientific©).  
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida y Western Blot  
Una vez denaturadas las proteínas se realizaron geles de poliacrilamida al 10% los 
cuales estuvieron conectados a una fuente de poder durante una hora treinta minutos a 
120V con tampón de corrida. Una vez separadas las proteínas, estas se transfirieron a 
una membrana de nitrocelulosa, para luego incubar con anticuerpos anti-NFκB (NFκB 
p65 (D14E12) XP®, Rabbit mAb, Cell Signaling Technology®) en dilución 1:1000; anti-
phospho-NFκB-p65 (Ser536) (93H1) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology®) en 
dilución 1:1000 y anti-IRF3 (anti-IRF3 antibody [EPR2418Y] (ab68481), Rabbit mAb, 
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Abcam®). Posteriormente, se lavó y se incubó con el anticuerpo secundario anti-Rabbit 
(Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor® 750 conjugate, (Life 
Techonologies©) en dilución 1:15000. Se utilizó β-actina (Anti-beta Actin [AC-15] 
antibody - (ab6276), ABCAM®) como control de carga y como marcador de peso se 
utilizará Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards (BIORAD©). Todas las 
incubaciones se realizaron de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Para 
revelar la membrana se utilizó el equipo ODYSSEY CLx, LICOR. 
Análisis estadístico 
Los datos fueron analizados mediante test no paramétrico, Kruskal Wallis y Mann-
Whitney de una cola, para comparación entre 2 grupos. 
Se consideró estadísticamente significativo un valor p≤ 0,05. Los resultados son 
expresados como media ± error estándar de la muestra. Los diferentes análisis 
estadísticos realizados a través del programa GraphPad Prism V6.  
Los resultados que se muestran con una “N”, corresponde al número de muestras 
biológicas (BM-MSC1, BM-MSC2 y BM-MSC3) utilizadas y con una “n” corresponde a la 
repetición técnica realizada, por ejemplo: n=3 corresponde a un triplicado técnico. En 
















1. Cultivo y caracterización de MSCs  
Según lo descrito anteriormente, para determinar que las células madre 
provenientes de la médula ósea de ratones C57BL/6 sean consideradas 
mesenquimales, es necesario realizar una caracterización. Este proceso consta de 
determinar su morfología, adherencia al plástico y la presencia/ausencia de ciertos 
marcadores de superficie. Inicialmente, cuando se comienza el cultivo celular, la 
población debe purificarse para obtener sólo MSCs. Para esto, la tripsinización es un 
proceso de purificación, pero también es necesario seleccionar la población negativa 
para marcador hematopoyético CD45 a través de la utilización de partículas magnéticas 
que tienen acoplado anticuerpo que reconoce el antígeno CD45.  
Las células, utilizadas son negativas para CD45 y positivas para CD29, Sca-1 y 
CD44, además presentan una morfología fibroblastoide (Figura 5).  La tabla 3, muestra 








Figura 5. Imagen representativa de la caracterización morfológica y fenotípica de 
las MSCs. A) Las células presentan una morfología fibroblastoide. B) Histogramas del 
análisis de citometría de flujo realizadas. Se puede observar en color gris, el control de 
isotipo y en color rojo, la presencia de cada marcador. La población es 99.9% CD29+, 










Tabla 3. Resumen de los porcentajes obtenidos para cada marcador de superficie 
en las células utilizadas.  
Células	 CD44	 Sca1	 CD29	 CD45	
BM-MSC1	 100%	 48.0%	 100	%	 0.1%	
BM-MSC2	 99.9%	 43.7%	 99.9%	 0.4%	
BM-MSC3	 99.4%	 70.2%	 99.8%	 0.9%	
 
La tri-diferenciación es otro de los criterios que se utilizan para caracterizar una 
célula madre como MSC. Para esto, se utilizaron medios de diferenciación que inducen 
la diferenciación hacia linaje condrogénico, osteogénico y adipogénico y los resultados 
representativos se muestran en la figura 6. Cabe destacar, que la tri-diferenciación se 
realizó en todas las células utilizadas. Con estos resultados se concluye que las células 















Figura 6. Figura representativa de confirmación de la capacidad de diferenciación 
de las MSCS hacia adipocitos, condrocitos y osteocitos. Las figuras del lado 
izquierdo son el control negativo, y las figuras de la derecha son las células inducidas 
hacia linaje condrogénico, osteogénico y adipogénico cultivadas por 10 días (tiempo 
necesario para la inducción de diferenciación hacia adipocitos y condrocitos) o 21 días 
(tiempo necesario para la inducción de diferenciación hacia osteocitos) y teñidas con el 
colorante Safranina O (condrogénico), Alizarin red (osteogénico) y Oil Red O 
(adipogénico) respectivamente. Fotografía tomada en microscopio de luz invertido con 







2. Evaluación del efecto de distintas concentraciones de poly (I:C) sobre la 
expresión génica en MSCs. 
 
Con el fin de dilucidar el efecto de la concentración de poly (I:C) en la expresión de 
ciertos genes en las MSCs, se realizó un experimento donde se utilizaron 3 
concentraciones de este agonista: 1, 10 y 20 µg/ml a distintos tiempos de estimulación 
continua: 30min, 1, 4 ,6, 8, 12, 24 y 48 horas y además, un basal que corresponde a 
una muestra sin estímulo. Posteriormente, con las muestras se realizó un RTqPCR. Los 
resultados obtenidos se muestran en la figura 7 donde se puede observar la expresión 
relativa de los genes IRF3, IFNβ, IL6 e IL8. En el caso de IRF3, se analizaron las 3 
concentraciones, donde 1µg/ml presenta un peak de expresión tardía a las 48hrs de 
estimulación, mientras que a tiempos tempranos no se induce. Por otro lado, se 
observó que con 10 y 20µg/ml (resultado no mostrado) de concentración del agonista, 
la expresión es bastante similar, existiendo un peak inicial a los 30 minutos para luego 
decaer y mantenerse a las 12 horas de estimulación. Para el caso de IL6, IL8 e IFNβ, el 
comportamiento de estos, con 1µg/ml de poly (I:C), es similar, ya que se mantienen en 
una baja expresión relativa. Además, los genes antes mencionados, salvo IL6, con 10 
µg/ml presentan un peak de expresión a la hora de estimulación, mientras que IL6 tiene 
un comportamiento particular en donde presenta dos peaks de expresión, a las 4 y a las 
48 horas de estimulación con poly (I:C) 10µg/ml.  
 Se continuó trabajando sólo con una concentración de poly (I:C) correspondiente 








Figura 7. Expresión relativa de los genes IRF3, IFNβ, IL6 e IL8 en MSCs tratadas 
con el agonista de TLR3 por RTqPCR.  A) Expresión relativa del gen IRF3 en MSCs 
estimuladas con 1 y 10 µg/ml de poly (I:C) mostrados en color rojo y azul 
respectivamente. B), C) y D) Expresión relativa de los genes IFNβ, IL6 e IL8 en MSCs 











































































































Objetivo específico 1 
3. Evaluación de la capacidad inmunosupresora de las MSCs 	
Una de las características más importantes y que hacen a las MSCs sumamente 
atractivas para su estudio, es su capacidad de ejercer un efecto inmunosupresor y 
como éste se ve potenciado con ciertos estímulos. Es por esto, que el primer objetivo 
planteado, corresponde a estudiar esta capacidad que poseen utilizando poly (I:C) a 
distintos tiempos de estimulación con el fin de dilucidar si esta capacidad 
inmunosupresora es más fuerte y si se mantiene o se pierde en el tiempo. Para esto, se 
utilizaron linfocitos extraídos del bazo de ratones C57BL/6 expuestos a un mitógeno 
policlonal, Concanavalina A. Se utilizó como marcador de proliferación CellTrace™ 
Violet (Figura 8). Para esto, se utilizaron tres lineas celulares provenientes de la médula 
ósea de ratones C57BL/6: BM-MSC1, BM-MSC2 y BM-MSC3 estimuladas con poly 
(I:C) durante diferentes tiempos y luego puestas en contacto con linfocitos activados 


















Figura 8. Histograma representativo de proliferación celular. En gris se observan 
los peaks obtenidos para la muestra de linfocitos activados, mientras que en azul, son 
linfocitos activados y en contacto con MSCs sin estímulo. En celeste, se observan los 
peaks obtenidos de una muestra de linfocitos activados en contacto con MSCs tratadas 
con poly(I:C) por 30 minutos. Se observan 8, 2 y 3 peaks respectivamente. 
 
Para facilitar su comprensión, la figura 10 representa un histograma de citometría 
de flujo. El histograma es un gráfico que contempla intensidad de fluorescencia versus 
cantidad de células. En color negro se muestra el control de linfocitos sin MSCs, en azul 
se muestra el control de linfocitos con MSCs basales y en celeste una muestra 
correspondiente a BM-MSC3 estimulada con poly (I:C) durante 30 minutos. El control 
de linfocitos presenta por lo general varios ciclos de proliferación y una alta cantidad de 
células. Cuando se encuentran en contacto con las MSCs, los ciclos de proliferación 
disminuyen observándose menos peaks y menos células, como lo observado en color 
azul, indicando que la célula está inmunosuprimiendo a los linfocitos. En la muestra en 
color celeste en comparación con la muestra en color negro, se observa que la función 
inmunosupresora de las MSCs se mantiene alta y es incluso mayor que la obtenida 






















La figura 9 muestra el índice de proliferación calculado a partir de la división 
entre las células que entraron al proceso de división celular y el número total de células 
presentes en el cultivo. Un mayor índice de proliferación, indica menor inmunosupresión 
por parte de las MSCs. Este cálculo fue realizado a partir de los histogramas de 
proliferación donde cada peak obtenido, es cuantificado en un número total de células 
por generación de ciclo celular. En un gráfico consolidado de las tres muestras 
biológicas, se puede observar que hasta la hora de estimulación, el índice de 
proliferación es bastante similar a la muestra basal y menor a la muestra de linfocitos y 
luego se observa una tendencia a aumentar hasta llegar a un peak a las 6 horas y luego 
decae para subir nuevamente luego de las 24 horas de estimulación. Sin embargo en 
cada pequeña variación observada en cada muestra es siempre menor a la obtenida en 
la muestra de linfocitos activados sin MSCs. Cabe destacar que no existen diferencias 
significativas entre las muestras ya que el comportamiento individual de cada muestra 
















Figura 9. Porcentaje de índice de proliferación consolidado, obtenido para BM-
MSC1, BM-MSC2, BM-MSC3. las cuales fueron estimuladas con poly (I:C) durante 
15min., 30min., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48 y 72 horas, incluyendo un basal sin 
estímulo. Posteriormente, se realizó un co-cultivo con esplenocitos y se incubó por 3 
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Tabla 4. Resumen de resultados obtenidos en ensayo de inmunosupresión. 
Muestras Células divididas %Proliferación
Rango de 
proliferación
% Índice de 
división
ConcA 100% 100% 100% 100%
0 70% 91% 94% 67%
0.25 71% 90% 92% 63%
0.5 73% 91% 94% 64%
1 81% 92% 93% 68%
2 77% 93% 93% 69%
3 78% 93% 93% 69%
4 71% 91% 90% 67%
5 85% 94% 93% 73%
6 77% 96% 92% 78%
7 74% 93% 94% 70%
8 78% 91% 92% 65%
12 80% 90% 91% 62%
24 80% 94% 94% 71%
48 70% 94% 92% 73%





















4. Determinación de la concentración de nitritos en sobrenadantes de 
ensayos de co-cultivo 
 
Para evaluar la capacidad inmunosupresora de las MSCs se determinó la 
concentración de nitritos en sobrenadante de ensayos de co-cultivo de MSCs con 
linfocitos activados por Concanavalina A, mediante reacción de Griess. Los resultados 
obtenidos (Figura 10) no presentan diferencias significativas entre las muestras 
analizadas. Sin embargo, se observa un leve aumento en la concentración de nitritos, 











Figura 10. Concentración de nitritos en sobrenadantes de co-cultivo de MSCs con 
linfocitos respalda la tendencia inmunosupresora de las MSCs. Cuantificación de 
nitritos por reacción de Griess en sobrenadantes de co-cultivo de MSCs con linfocitos 
activados por Concanavalina A (2 µg/mL). El gráfico muestra lo obtenido en las tres 
muestras biológicas (N=3, n=3). 
 
5. Determinación de la concentración de IL6 en sobrenadantes de MSCs 
estimuladas con poly (I:C) a diferentes tiempos. 	
Para analizar el fenotipo pro-inflamatorio de las MSCs se midió la concentración de 









































Figura 11. Producción de IL6 en sobrenadante de MSCs estimuladas con ligando 
de TLR3 a distintos tiempos podría estar relacionada con la capacidad 
inmunosupresora de MSCs. Se realizó un ensayo ELISA para la obtención de 
resultados, mostrados en conjunto para BM-MSC1 y BM-MSC3 (N=2, n=1). 
 
Como se observa en la figura, los niveles de IL6 comienzan a aumentar luego de 
las 2 horas de estimulación y alcanzan su peak a las 12 horas. Posteriormente vuelven 







































Objetivo específico 2 
6. Expresión génica de MSCs estimuladas con poly (I:C) a diferentes tiempos 
mediante RTqPCR. 	
 Todos los genes analizados cumplen con los requisitos de estandarización 
anteriormente descritos en metodología y son mostrados en la siguiente tabla: 
 
Tabla 5. Genes analizados con sus respectivas eficiencias. 














 Luego de estandarizados los partidores, se procedió a evaluar la expresión 
génica en las distintas muestras. Los genes analizados corresponden tanto a genes y 
productos de la vía de señalización de TLR3 como TRIF, NFκB, IRF3, IFNβ, IFNα y 
TLR3, como también de la vía IFNβ como su receptor IFNaR1 y también citoquinas y 
quimioquinas que se conoce que son liberadas como producto en la vía: IL6, IL8, IL1β, 
RANTES. Los gráficos mostrados consideran las muestras normalizadas por el gen 18S 































Figura 12. Aumento de la expresión relativa de IFNβ, RANTES y TLR3 podrían 
estar involucrados en el aumento en la capacidad inmunosupresora de las MSCs 
a tiempos tempranos de estimulación (menor a 4-6 horas). Las células fueron 
estimuladas con poly (I:C) por 0.15, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 48 y 72 horas 
utilizando un control basal sin estimulación. Expresión relativa de genes asociados a la 
vía de señalización de TLR3 e IFN tipo I en BM-MSC1, BM-MSC2 y BM-MSC3 (N=3, 
n=3). 

























































































































































































































































































Figura 13. Desbalance en la expresión relativa de los genes IRF3 y NFκB podría 
estar favoreciendo la obtención de un fenotipo más inmunosupresor a tiempos 
tempranos de estimulación.  Expresión relativa de genes asociados a la vía de 
señalización de TLR3 e IFN tipo I en BM-MSC1, BM-MSC2 y BM-MSC3 (N=3, n=3).  
 
IRF3 y RANTES se expresan a tiempos cortos de estimulación, mientras que TLR3 
se expresa de forma temprana alcanzando su máximo peak de expresión a las 12 
horas. IFNβ alcanza su primer peak de expresión a las 2 horas de estimulación y un 
segundo a las 12 horas en las cuales su expresión se mantiene alta hasta las 72 horas 
y su receptor, IFNaR1 comienza a expresarse a las 7 horas de estimulación y alcanzó 
su peak a las 12 horas donde se mantiene alta hasta las 72 horas de estimulación. 
NFκB se expresa de forma similar a IRF3 pero en menor cantidad. Por otro lado, 
TRIF e IFNα se comportan de forma similar, expresándose a partir de las las 7 horas de 
estimulación. Para las citoquinas IL6 e IL1β la primera alcanza su peak a las 7 horas de 
estimulación, mientras que la segunda a las 8 horas. IL8 se comporta de forma similar a 
IL1β pero tiene un segundo aumento en su expresión a las 24 horas de estimulación 







































































































Objetivo específico 3 
 
7. Determinación del estado de fosforilación de NFκB e IRF3 en MSCs 
estimuladas con poly (I:C) a distintos tiempos. 
 
Para determinar la activación de la vía de TLR3, se determinó el nivel de 
fosforilación de IRF3 y NFκB mediante Western Blot.. Las figuras 14 y 15 muestran los 
resultados obtenidos en BM-MSC1, BM-MSC2 y BM-MSC3 en conjunto para IRF3 y 
NFκB respectivamente a través de western blot.  En ellas se observa lo obtenido tanto 
en los niveles totales de la proteína, como las fosforiladas.  
 En IRF3 se observó que los niveles de la proteína total son bajos (Figura 14, C). 
Sin embargo, la proteína fosforilada alcanza peaks sucesivos a las 2, 4, 6 y 8 horas de 
estimulación, para luego mantenerse (Figura 14, D). La relación de la proteína 
fosforilada con la total permite observar principalmente que existe una mayor cantidad 
de la proteína que se está traslocando al núcleo en comparación con la que se 
encuentra basalmente en las células y que estos niveles se mantienen altos durante los 
primeros tiempos de estimulación para luego mantenerse a partir de las 8 horas de 
estimulación (Figura 14, E).  
 Para el caso de NFκB los niveles se mantuvieron relativamente constantes 











Figura 14. Niveles de IRF3 fosforilado superan a los de IRF3 total a tiempos 
tempranos de estimulación. Imágenes y gráficos de los niveles de expresión proteica 
de IRF3 total y fosforilado en BM-MSC1, BM-MSC2 y BM-MSC3. A) Muestra los 
resultados obtenidos para las 3 muestras biológicas y el normalizador utilizado, β-actina 
de IRF3 total. B) Muestra los resultados obtenidos para las 3 muestras biológicas y β-
actina de IRF3 fosforilado. C) Corresponde al gráfico obtenido luego de calcular las 
densitometrías en IRF3. D) Corresponde al gráfico obtenido mediante densitometría 
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Figura 15. Niveles de NFκB total y fosforilado son similares. Imágenes y gráficos 
de los niveles de expresión proteica de NFκB total y fosforilado en BM-MSC1, BM-
MSC2 y BM-MSC3. A) Muestra los resultados obtenidos para las 3 muestras biológicas 
y el normalizador utilizado, β-actina de NFκB total. B) Muestra los resultados obtenidos 
para las 3 muestras biológicas y β-actina de NFκB fosforilado. C) Corresponde al 
gráfico obtenido luego de calcular las densitometrías en NFκB. D) Corresponde al 
gráfico obtenido mediante densitometría para p-NFκB.  E) Gráfico correspondiente a la 
relación p- NFκB / NFκB (N=3, n=1).  
Poly	(I:C)	10μg/ml	








































































































Las células madre mesenquimales, desde su descubrimiento, se han convertido en 
una estrategia terapéutica atractiva para el tratamiento de enfermedades pro-
inflamatorias y autoinmunes. Aunque está previamente establecido el carácter 
inmunosupresor de las MSCs, recientemente se ha descubierto que podrían también 
estimular el sistema inmune, fenómeno que se ha denominado “plasticidad 
inmunológica de las MSCs”.  En este contexto, se ha establecido que algunos ligandos 
de la inmunidad innata, tales como poly (I:C) y LPS pueden inducir esta plasticidad 
inmunológica tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, los mecanismos que subyacen 
este efecto son desconocidos. 
El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos moleculares involucrados en 
dicha plasticidad tras la estimulación con poly (I:C). Específicamente postulamos que la 
estimulación a diferentes tiempos, con poly (I:C) inducirá cambios moleculares 
específicos a nivel de los factores de transcripción NFκB e IRF3 lo que se traducirá en 
la aparición de diferentes fenotipos inmunomoduladores ya sean anti o pro-
inflamatorios.  
Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron tres líneas diferentes de MSCs murinas 
que fueron caracterizadas según los criterios descritos por la ISCT (Figura 5 y 6) y se 
estimularon células a distintos tiempos con poly (I:C), agonista sintético de TLR3. Para 
esto, se espera que en un corto tiempo de estimulación (menor a 4 horas), se produzca 
un desbalance en la liberación de citoquinas y expresión génica que favorezca el 
aumento de la capacidad inmunosupresora de las MSCs y que, por el contrario, un 
largo tiempo, disminuya esa capacidad. 
La vía de señalización de TLR3, está involucrada en la respuesta inmune innata del 
organismo y está encargado de la eliminación de virus respondiendo frente a RNA de 
doble hebra (dsRNA), el cual conforma el material genético de algunos (Blevins et al, 
2006). TLR3 también es activado por un agonista sintético de dsRNA llamado poly (I:C) 
el cuál hasta el día de hoy el mecanismo de reconocimiento aún es desconocido, pero 
es altamente utilizado para estudios tanto in vitro, como in vivo. No obstante, TLR3 es 
un receptor de tipo endosomal y sólo un fragmento pequeño de dsRNA de 
aproximadamente 40pb es reconocido por este receptor para producir la respuesta 
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antiviral (Liu et al, 2008).  
Con respecto a las dosis de poly (I:C) utilizadas para estimular MSCs, se ha 
demostrado que inciden directamente en la respuesta obtenida, donde dosis menores a 
10 µg/ml no inducen la expresión (Romieu et al, 2009) ni liberación de IL6, una de las 
citoquinas esenciales liberadas luego de la estimulación de TLR3; mientras que dosis 
de 10 y 20 µg/ml, sí inducen la liberación y de manera similar entre ambas 
concentraciones (Pevsner-Fisher et al, 2007). Esto coincide con los resultados 
obtenidos (Figura 7), donde la concentración de 1 µg/ml de poly (I:C) no indujo la 
expresión de IL6, como tampoco de IL8 y NFκB. La concentración de 10 µg/ml indujo la 
respuesta de IL6, IL8, NFκB e IRF3 y en este último, la expresión obtenida fue similar 
con 20 µg/ml que era lo esperado según lo descrito anteriormente (resultado no 
mostrado), por lo que se continuó utilizando una sola concentración de este agonista, 
correspondiente a 10 µg/ml.  
 
La capacidad inmunosupresora de las MSCs es la característica más atractiva por la 
cual se estudian estas células. Se ha evidenciado en MSCs humanas, cuando se 
encuentran en contacto con linfocitos activados en ensayos in vitro, que la capacidad 
inmunosupresora de éstas se potencia cuando son estimuladas con poly (I:C) por 1 
hora y que este efecto se pierde cuando son estimuladas con el agonista de TLR4 
(LPS) por el mismo tiempo, en comparación con linfocitos activados sin MSCs 
(Waterman et al, 2010). El efecto observado entre linfocitos activados con 
concanavalina A y MSCs estimuladas por 1 hora se condice con lo antes descrito y se 
observa en la figura 9.  
Con respecto a la estimulación continua de las MSCs murinas con un mismo 
agonista a distintos tiempos en relación a su capacidad inmunomoduladora, no existen 
evidencias bibliográficas, pero estudios previos de laboratorio realizados in vivo en un 
modelo de colitis aguda inducida por DSS, según los antecedentes descritos 
previamente en introducción. Al comparar los resultados in vivo con los obtenidos in 
vitro, sólo se mantuvo la tendencia de que las MSCs son inmunosupresoras tanto en 
aquellas sin estímulo, como con 1 hora de estimulación con poly (I:C), esto, debido a 
que los resultados in vitro no son estadísticamente significativos y los niveles de 
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proliferación se mantienen similares en todos los tiempos de estimulación.  Esta 
diferencia entre experimentos in vivo e in vitro, puede deberse principalmente a que las 
condiciones fisiológicas en las que se encuentran las MSCs en un ratón, son difíciles de 
extrapolar a un modelo in vitro. Con respecto al NO que se encuentra en el co-cultivo, 
se convierte rápidamente en nitratos (NO3) y nitritos (NO2), este último, por acción del 
reactivo de Griess es convertido en un compuesto de color morado (Salter et al., 1996) 
facilitando su detección por espectrofotometría. Al obtener resultados bajos y no 
significativos (Figura 10), posiblemente se debe a que el mecanismo de detección no es 
el correcto y que se podrían obtener resultados más significativos a través de la 
medición directa de iNOs por Western Blot.  
La estimulación de TLR3 comienza con su unión a TRIF, que activa de manera 
indirecta ciertos factores de transcripción, como NFκB e IRF3 (Meylan et al, 2009). Esta 
señalización es única, en el sentido de que induce principalmente los IFN tipo I. La 
activación de esta vía por poly (I:C) ha comprobado ser un adyuvante potente para la 
inmunoterapia contra virus, cáncer y parásitos (Verdijk et al., 1999; Longhi et al., 2009; 
Seya and Matsumoto, 2009; Tewari et al., 2010). Para mediar la activación de IRF3, el 
dominio N-terminal de TRIF se une a dos kinasas: TBK1/IKKΣ a través de TRAF3 
(Meylan et al, 2004). Esta última molécula es esencial en la vía ya que, en células 
deficientes, no existe la inducción de IFNβ en células estimuladas con TLR3. 
A pesar de lo descrito con respecto a los resultados obtenidos en proliferación de 
linfocitos, es igual de importante estudiar los genes expresados por las MSCs y 
entender en mayor profundidad cómo éstos podrían estar asociados con la capacidad 
inmunosupresora de las MSCs. Por lo tanto, bajo este contexto es que la estimulación 
temprana (menor a 4 horas) con poly (I:C) debería inducir un aumento en la expresión 
de TLR3, TRIF e IRF3 tanto en niveles génicos como proteicos. Lo obtenido (Figura 12 
y 13) difiere en algunos casos con respecto a lo teórico ya que si bien, los niveles de 
TLR3 son altos a las primeras horas de estimulación, su mayor expresión se produce a 
las 7 horas al igual que TRIF. Los niveles de IFNβ, por su parte, aumentan 
notoriamente previo a las 4 horas de estimulación y luego vuelven a aumentar a las 7 
horas, manteniéndose en niveles altos de expresión. RANTES también aumenta a 
tiempos tempranos de estimulación. Dumitru et al, en el 2014 en MSCs humanas 
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derivadas de mucosa nasal, propuso que la estimulación con poly (I:C) conlleva a la 
activación de TLR3 y una liberación temprana elevada de IFNβ y en menor medida de 
citoquinas pro-inflamatorias como IL6 e IL8 sin estudiar la capacidad funcional de las 
MSCs. Esta regulación positiva de IFNβ estaría generando una respuesta autocrina por 
parte de las MSCs que da como resultado el aumento considerable de la expresión de 
TLR3, IL6 e IL8. Esto se condice con lo descrito anteriormente, además del aumento de 
IL6 tanto proteico como génico (Figura 11 y 12) debido a que una de las moléculas 
secretadas por las MSCs y que podría estar asociada a la pérdida de la capacidad 
inmunosupresora es IL6, ya que induce un fenotipo pro-inflamatorio.  El aumento de 
IL8, IFNβ es observado en menor medida, como se observa más claramente en la 
figura resumen (Figura 16), como también con la capacidad inmunomoduladora 
estudiada de las MSCs en ensayos in vitro de proliferación de linfocitos. Es posible que 
lo obtenido en TRIF sea porque la técnica utilizada de detección no fue la correcta, 
requiriendo, por lo tanto, su determinación mediante ensayos de Western Blot.  
 
Los resultados obtenidos de RT-qPCR y WB permiten evidenciar que existen 
patrones de expresión de IFNβ y genes asociados ya sea si se estimula a tiempos 
tempranos con poly (I:C) (< 4-6 hrs) o a tiempos más tardíos (> 4-6 hrs). Posterior a 
estas 6 horas las MSCs aumenta las citoquinas pro-inflamatorias como IL6 e IL8 que se 
podrían atribuir a la pérdida de su capacidad inmunosupresora. No obstante, no 
observamos una correlación con los estudios funcionales de inmunosupresión a los 
diferentes tiempos estudiados. A pesar de ello, este proyecto demuestra por primera 
vez la cinética de respuesta de las MSCs frente a la estimulación prolongada de un 

































Figura 16. Esquema general de señalización de MSCs pre-estimuladas con poly 
(I:C). Poly(I:C) aumenta la expresión del gen TLR3 (1), activando IRF3 (2) 
produciéndose una respuesta temprana, menor a las 4 horas de estimulación (3). Por 
otro lado, cuando NFκB aumenta su expresión (4), se activa la respuesta tardía, mayor 
































7. CONCLUSIÓN Y PROYECCIONES 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron visualizar una primera 
aproximación de la plasticidad funcional de las células madre mesenquimales murinas 
cuando son estimuladas con un mismo agonista, poly (I:C) a distintos tiempos in vitro. 
Estos hallazgos están en plena concordancia con lo propuesto recientemente por la 
ISCT, la cuál propone estudiar en profundidad los aspectos celulares y moleculares de 
la plasticidad inmunológica de las MSCs. En este sentido, consideramos importante 
profundizar estos hallazgos a través de nuevos estudios que nos permitan entender la 
plasticidad inmunológica de las MSCs con el fin de optimizar las terapias celulares para 
patologías pro-inflamatorias. En este sentido, sería conveniente incorporar en los 
futuros estudios relacionados a este tema, estudios in vitro e in vivo con otros agonistas 
de la inmunidad innata en ausencia y presencia de un micro-ambiente pro-inflamatorio. 
Por otro lado, es fundamental entender el rol que tienen las vías de transcripción IRF3 y 
NFκB en dicha plasticidad utilizando para ello agonistas o antagonistas de estas vías de 




Akira, S. & Takeda, K. (2004). Toll-like receptor signalling. Nature Reviews Immunology, 
4(7): 499-511.   
 
Bassi Ê.J., Moraes-Vieira P.M., Moreira-Sá C.S., Almeida D.C., Vieira L.M., Cunha C.S., 
Hiyane M.I., Basso A.S., Pacheco-Silva A., Câmara N.O., (2012). Immune regulatory 
properties of allogeneic adipose-derived mesenchymal stem cells in the treatment of 
experimental autoimmune diabetes. Diabetes 61(10): 2534-2545. 
 
Bernardo, M.  Fibbe, W. (2013). Mesenchymal Stromal Cells: Sensors and Switchers of 
Inflammation. Cell Stem Cell, 13(4), 392-402.  
 
Blevins, T., Rajeswaran, R., Shivaprasad, PV.,Beknazariants, D., Si-Ammour, A., Park, 
HS., Vazquez, F., Robertson, D., Meins, F. (2006). Four plant Dicers mediate viral small 
RNA biogenesis and DNA virus induced silencing. Nucleic Acids Research 34(21): 
6233–46.  
 
Carrión, F., Nova, E., Luz, P., Apablaza, F.,  Figueroa, F. (2011). Opposing effect of 
mesenchymal stem cells on Th1 and Th17 cell polarization according to the state of 
CD4+ T cell activation. Immunology Letters, 135(1-2), 10-16.  
 
Chen, R., Alvero, A. B., Silasi, D., Steffensen, K. D., Mor, G. (2008). Cancers take their 
Toll—the function and regulation of Toll-like receptors in cancer cells. Oncogene, 27(2), 
225-233. 
 
Djouad, F., Charbonnier, L. M., Bouffi, C., Louis-Plence, P., Bony, C., Apparailly, F., 
Noel, D. (2007). Mesenchymal stem cells inhibit the differentiation of dendritic cells 
through an interleukin-6-dependent mechanism. Stem Cells, 25(8), 2025-2032. 
 
Dominici, M., Le Blanc, K., Mueller, I., Slaper-Cortenbach, I., Marini, F., Krause, D. et al. 
(2006). Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The 
	 58	
International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy, 8(4), 315-
317.  
 	
Dumitru, C., Hemeda, H., Jakob, M., Lang, S., Brandau, S. (2014). Stimulation of 
mesenchymal stromal cells (MSCs) via TLR3 reveals a novel mechanism of autocrine 
priming. The FASEB Journal, 28(9), 3856-3866.  
 
Hashimoto, C., Hudson, K. L., Anderson, K. V. (1988). The Toll gene of Drosophila, 
required for dorsal-ventral embryonic polarity, appears to encode a transmembrane 
protein. Cell, 52(2): 269-279. 
 
Im, G., Shin, Y., Lee, K. (2005). Do adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 
have the same osteogenic and chondrogenic potential as bone marrow-derived 
cells?. Osteoarthritis And Cartilage, 13(10), 845-853.  
 
Le Blanc, K., Mougiakakos,	D.	(2012).	Multipotent	mesenchymal	stromal	cells	and	the	innate	
immune	system.	Nature	Reviews	Immunology,	12(5),	383-396.	 
  
Lemaitre, B., Nicolas, E., Michaut, L., Reichhart, J. M., Hoffmann, J. A. (1996). The 
dorsoventral regulatory gene cassette spatzle/Toll/cactus controls the potent antifungal 
response in Drosophila adults. Cell, 86(6): 973-983.  
 
Lei, J., Hui, D., Huang, W., Liao, Y., Yang, L., Liu, L. et al. (2013). Heterogeneity of the 
biological properties and gene expression profiles of murine bone marrow stromal 
cells. The International Journal Of Biochemistry & Cell Biology, 45(11), 2431-2443.  
 
Liu, L., Botos, I., Wang, Y., Leonard, J., Shiloach, J., Segal, D., Davies, D. (2008). 
Structural Basis of Toll-Like Receptor 3 Signaling with Double-Stranded 
RNA. Science, 320(5874), 379-381.  
Longhi, M., Trumpfheller, C., Idoyaga, J., Caskey, M., Matos, I.,  Kluger, C. et al. (2009). 
Dendritic cells require a systemic type I interferon response to mature and induce CD4 + 
	 59	
Th1 immunity with poly IC as adjuvant. The Journal Of Experimental Medicine, 206(7), 
1589-1602.  
 
Makar, T., Trisler, D., Bever, C., Goolsby, J., Sura, K., Balasubramanian, S. et al. 
(2008). Stem cell based delivery of IFN-β reduces relapses in experimental autoimmune 
encephalomyelitis. Journal Of Neuroimmunology, 196(1-2), 67-81.  
 
Meisel, R., Zibert, A., Laryea, M., Gobel, U., Daubener, W., Dilloo, D. (2004). Human 
bone marrow stromal cells inhibit allogeneic T-cell responses by indoleamine 2,3-
dioxygenase-mediated tryptophan degradation. Blood, 103(12), 4619-4621. 
 
Meylan, E., Burns, K., Hofmann, K., Blancheteau, V., Martinon, F., Kelliher, M.,  
Tschopp, J. (2004). RIP1 is an essential mediator of Toll-like receptor 3–induced NF-κB 
activation. Nature Immunology, 5(5), 503-507.  
  
Meylan, E., Tschopp, J., Karin, M. (2006). Intracellular pattern recognition receptors in 
the host response. Nature, 442(7098), 39-44.  
  
Nasef, A., Mazurier, C., Bouchet, S., François, S., Chapel, A., Thierry, D. et al. (2008). 
Leukemia inhibitory factor: Role in human mesenchymal stem cells mediated 
immunosuppression. Cellular Immunology, 253(1-2), 16-22.  
  
Peister, A., Mellad, J. A., Larson, B. L., Hall, B. M., Gibson, L. F., Prockop, D. J. (2004). 
Adult stem cells from bone marrow (MSCs) isolated from different strains of inbred mice 
vary in surface epitopes, rates of proliferation, and differentiation potential. Blood, 
103(5): 1662-1668. 
 
Pevsner-Fischer, M., Morad, V., Cohen-Sfady, M., Rousso-Noori, L., Zanin-Zhorov, A., 
Cohen, S.,  Zipori, D. (2007). Toll-like receptors and their ligands control mesenchymal 
stem cell functions. Blood, 109(4), 1422-1432.  
 
	 60	
Ren, G., Zhang, L., Zhao, X., Xu, G., Zhang, Y., Roberts, A. I., Shi, Y. (2008). 
Mesenchymal stem cell-mediated immunosuppression occurs via concerted action of 
chemokines and nitric oxide. Cell Stem Cell, 2(2), 141-150. 
 
Romieu-Mourez, R., Francois, M., Boivin, M., Bouchentouf, M., Spaner, D. E., Galipeau, 
J. (2009). Cytokine Modulation of TLR Expression and Activation in Mesenchymal 
Stromal Cells Leads to a Proinflammatory Phenotype. The Journal of 
Immunology, 182(12), 7963-7973 
 
Ryan, J., Barry, F., Murphy, J., Mahon, B. (2005). Mesenchymal stem cells avoid 
allogeneic rejection. Journal Of Inflammation, 2(1), 8.  
  
Ryan, J., Barry, F., Murphy, J., Mahon, B. (2007). Interferon-γ does not break, but 
promotes the immunosuppressive capacity of adult human mesenchymal stem 
cells. Clinical & Experimental Immunology, 149(2), 353-363.  
  
Seya, T. Matsumoto, M. (2009). The extrinsic RNA-sensing pathway for adjuvant 
immunotherapy of cancer. Cancer Immunology, Immunotherapy, 58(8), 1175-1184.  
 	
Sun, S. (2012). The noncanonical NF-κB pathway. Immunological Reviews, 246(1), 125-
140.  
  
Takeda, K., Kaisho, T., Akira, S. (2003). Toll-Like Receptors. Annual Review Of 
Immunology, 21(1), 335-376.  
 
Takeda, K., & Akira, S. (2004). TLR signaling pathways. Seminars in Immunology, 
16(1), 3-9. 
Teige, I., Treschow, A., Teige, A., Mattsson, R., Navikas, V., Leanderson, T.,  
Issazadeh-Navikas, S. (2003). IFN-β  Gene Deletion Leads to Augmented and Chronic 
Demyelinating Experimental Autoimmune Encephalomyelitis. The Journal of 
Immunology, 170(9), 4776-4784.  
	 61	
 
Tewari K., Flynn B. J., Boscardin S. B., Kastenmueller K., Salazar A. M., Anderson C. A. 
(2010). Poly(I:C) is an effective adjuvant for antibody and multi-functional CD4+ T cell 
responses to Plasmodium falciparum circumsporozoite protein (CSP) and alphaDEC-
CSP in non human primates. Vaccine 28(45), 7256–7266. 
 
Tsai, S., Segovia, J., Chang, T., Shil, N., Pokharel, S., Kannan, T. et al. (2015). 
Regulation of TLR3 Activation by S100A9. The Journal Of Immunology, 195(9), 4426-
4437.  
 
Uccelli, A., Moretta, L., & Pistoia, V. (2008). Mesenchymal stem cells in health and 
disease. Nature Reviews Immunology, 8(9), 726-736.  
  
Uematsu, S., Akira, S. (2007). Toll-like receptors and Type I interferons. The Journal of 
Biological Chemistry, 282(21), 15319-15323. 
 
Verdijk R. M., Mutis T., Esendam B., Kamp J., Melief C. J., Brand A., et al.  (1999). 
Polyriboinosinic polyribocytidylic acid (poly(I:C)) induces stable maturation of functionally 
active human dendritic cells. The Journal of Immunology. 163(1), 57–61 
 
Wang, Y., Chen, X., Cao, W., Shi, Y. (2014). Plasticity of mesenchymal stem cells in 
immunomodulation: pathological and therapeutic implications. Nature Immunology, 
15(11), 1009-1016. 
 
Waterman, R. S., Tomchuck, S. L., Henkle, S. L., Betancourt, A. M. (2010). A new 
mesenchymal stem cell (MSC) paradigm: polarization into a pro-inflammatory MSC1 or 

































El Comité Ético Científico de la Universidad de los 
Andes, certifica que las etapas y objetivos del proyecto 
Fondecyt N° 1130444 denominado “Toll-like Receptor Mediates 
the Immunosuppressive to Proinflammatory Switch in 
Mesenchymal Stem Cells: In vitro and in vivo Evaluation in 
Autoimmune Models of Multiple Sclerosis and Rheumatoid 
Arthritis”, cuyo investigador responsable es Flavio Carrión 
Arriagada, que se han realizado en laboratorios y bioterios 
de esta Universidad; han cumplido con los estándares exigidos 
para la investigación biomédica.   
     
    
Klgo. Rodrigo Guzmán  Bq. Viviana Valenzuela M. 
 
Presidente     Secretaria Ejecutiva         
          
 
Informe de Auditoría Seguimiento Ético/Bioético Proyecto 




Identificación del proyecto Fondecyt N° 1130444. 
Nombre Toll-like Receptor Mediates the 
Immunosuppressive to 
Proinflammatory Switch in 
Mesenchymal Stem Cells: In 
vitro and in vivo Evaluation in 
Autoimmune Models of Multiple 
Sclerosis and Rheumatoid 
Arthritis. 
Investigador responsable Flavio Carrión Arriagada 
 
Con fecha 24 de septiembre de 2015, se realizó el 
seguimiento ético/bioético al proyecto nº 1130444 titulado 
Toll-like Receptor Mediates the Immunosuppressive to 
Proinflammatory Switch in Mesenchymal Stem Cells: In vitro 
and in vivo Evaluation in Autoimmune Models of Multiple 
Sclerosis and Rheumatoid Arthritis, cuyo investigador 
responsable es el Dr. Flavio Carrión Arriagada, académico de 
Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes. Este 
proyecto corresponde a un Fondecyt Regular 2013. 
La presente visita se realizó al laboratorio de 
Inmunología a cargo del Dr. Fernando Figueroa y al bioterio 
de la Facultad de Medicina ubicados en la Universidad de Los 
Andes. 
El laboratorio cuenta con infraestructura y equipamiento 
de calidad, que permite el desarrollo adecuado del diseño 
experimental. 
La auditoría de este proyecto logra establecer que el 
uso el laboratorio mencionado cumple con todos los estándares 
para el estudio del proyecto: Toll-like Receptor Mediates the 
Immunosuppressive to Proinflammatory Switch in Mesenchymal 
Stem Cells: In vitro and in vivo Evaluation in Autoimmune 
Models of Multiple Sclerosis and Rheumatoid Arthritis. 
También se procedió a revisar el estado del instrumental 
utilizado, para determinar las normas de bioseguridad en el 
laboratorio de Inmunología.  
Además, se constató que el bioterio de la Universidad de 
los Andes cuenta con las condiciones adecuadas de 
funcionamiento y que cumple con las normas de cuidado, manejo 
y mantención de animales. 
Las etapas y objetivos del proyecto Fondecyt 1130444, se 
han desarrollado de acuerdo a lo estipulado y definidos en la 
documentación adjunta. 
Los documentos adjuntos, revisados y analizados fueron. 
- Informe de aprobación del Comité de Ética y Bioética de 
la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes. 
- Abstract del proyecto N°1130444 
- Hipótesis del proyecto N°1130444 
- Materiales y métodos del proyecto N°1130444 
El proceso de seguimiento y auditoría al proyecto 
anteriormente indicado (N°1130444), se realizó en conformidad 
y con el apoyo total de los integrantes del grupo de 
investigación. Se establece que durante la ejecución del 
proyecto se siguieron y respetaron todas las normativas 
vigentes de Bioética, referente al trabajo con animales de 
experimentación. Las condiciones de bioseguridad y manejo de 






























 Resolución del Comité 
Por lo tanto con fecha 07 de marzo de 2016, este comité 
de Ética/Bioética de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Los Andes, ha aprobado la ejecución Ética del 
proyecto Toll-like Receptor Mediates the Immunosuppressive to 
Proinflammatory Switch in Mesenchymal Stem Cells: In vitro 
and in vivo Evaluation in Autoimmune Models of Multiple 
Sclerosis and Rheumatoid Arthritis (N°1130444), cuyo 
investigador responsable es el Dr. Flavio Carrión Arriagada.  
 
     
    
Klgo. Rodrigo Guzmán  Bq. Viviana Valenzuela M. 
 
Presidente     Secretaria Ejecutiva         
 
 
                
 
 
